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Entwicklung einer Glucosedehydrogenase-basierten 
Anode und deren Anwendung in einer Glucose/
O2-Biobrennstoffzelle
Christoph K. Tanne, Gero Göbel, Fred Lisdat
Zusammenfassung
Unter Verwendung von mehrwandigen Kohlenstoffnano-
röhren wurde in dieser Studie eine neuartige Anode zum 
Einsatz in Biobrennstoffzellen entwickelt. Dazu wurde 
das rekombinante Enzym Pyrrolochinolinchinon(PQQ)-
abhängige Glucosedehydrogenase kovalent an eine aus 
PQQ bestehenden Zwischenschicht gekoppelt, welche 
zuvor an die Kohlenstoffnanoröhren adsorbiert war. Die 
Nanoröhren wurden aufgrund ihrer Thiolmodifi kation 
chemisorptiv auf einer Goldelektrode gebunden. In glu-
cosehaltiger Lösung konnte der Start eines katalytischen 
Stroms bei einem Potential von -80 mV vs. Ag/AgCl (1 M 
KCl) beobachtet werden. Unter Substratsättigung wur-
den Stromdichten im Bereich von 170 bis 200 μA/cm2 
gemessen. Dieses System basiert auf einem mediatorver-
mittelten Elektronentransfer.
Die entwickelte (PQQ)-GDH-MWCNT-Elektrode wurde 
mit einer MWCNT-modifi zierten Elektrode kombiniert, 
bei der Bilirubinoxidase (BOD) als Biokatalysator fungiert. 
Daraus resultierte eine membranfreie Biobrennstoffzelle 
mit einem Gleichgewichtspotential von 600 mV und Leis-
tungsdichten im Bereich von 20-25 μW/cm2.
Abstract
In this study a biofuel cell anode is developed on the 
basis of multi-walled carbon nanotubes (MWCNTs). 
Recombinant pyrroloquinoline quinone (PQQ) de-
pendent glucose dehydrogenase is covalently cou-
pled to a PQQ-layer which is adsorbed onto thiol-
modifi ed MWCNTs. The MWCNTs are chemisorbed to 
a gold electrode. In the presence of glucose a catalytic 
current starts at a potential of -80 mV vs. Ag/AgCl, 
1 M KCl. Under substrate saturation current densities 
of 170 to 200 μA/cm2 can be achieved. The operation is 
based on mediated electron transfer of the enzyme.
This (PQQ)-GDH-MWCNT-electrode is combined 
with a MWCNT-modifi ed electrode to which bilirubin 
oxidase (BOD) is covalently coupled. The resulting 
membrane-free biofuel cell has an open cell poten-
tial of 600 mV and can achieve power densities in the 
range of 20-25 μW/cm2.
1  Einleitung
Aufgrund ihrer Fähigkeit, chemisch gespeicherte 
Energie effi zient in elektrische Energie umzuwandeln, 
gewannen Brennstoffzellen in den letzten Jahren zu-
nehmend öffentliches Interesse. Werden bei der Ener-
gieumwandlung biologische Katalysatoren verwendet, 
handelt es sich um so genannte Biobrennstoffzellen, 
welche bei Raumtemperatur und bei neutralem pH-
Wert betrieben werden können. Allerdings werden 
dabei eher nur geringe Leistungsdichten erbracht. Aus 
diesem Grund ist ihr Einsatz zwar auf Anwendungen 
mit geringen Leistungsanforderungen fi xiert, jedoch 
können sie eine Reihe unterschiedlicher organischer 
Brennstoffe, wie Glucose, Fructose oder Ethanol, kon-
vertieren. Wird der biokatalytische Umsatz eines Sub-
strats durch Mikroorganismen bewerkstelligt, hat die 
Biobrennstoffzelle zwar eine verlängerte Lebensdauer, 
allerdings ist die Leistungsdichte zusätzlich gemindert. 
Hingegen sind auf reinen Enzymen basierende Brenn-
stoffzellen zwar weniger stabil, erreichen jedoch höhe-
re Energieausbeuten (Davis et al. 2007).
Für die Effektivität einer enzymatischen Biobrenn-
stoffzelle ist ein schneller Elektronentransfer zwischen 
dem Enzym und der Elektrode ausschlaggebend. Dies 
kann durch Elektronentunneling erreicht werden. Dar-
aus resultiert ein direkter Elektronentransfer (DET), ein 
schneller Mechanismus, der allerdings einen geringen 
Abstand zwischen dem aktiven Zentrum des Enzyms 
und der leitfähigen Oberfl äche voraussetzt. Um dies zu 
14
TH Wildau [FH], Wissenschaftliche Beiträge 2011
erreichen kann das Enzym kovalent an die Elektrode 
gekoppelt werden (Willner et al. 2009). Meist kann je-
doch nur ein Mediator-vermittelter Elektronentransfer 
(MET) die elektrische Kommunikation zwischen dem 
Protein und der Elektrode realisieren. Dazu können 
mobile Mediatoren wie NAD+ und ABTS, immobilisierte 
Mediatoren auf Polymerbasis sowie leitfähige Polymere 
verwendet werden (Willner et al. 2009; Kim et al. 2006; 
Mao et al. 2003; Gallaway/Barton 2008). In polymeren 
Matrizen können große Mengen an Enzym immobili-
siert werden, allerdings ist die Substratdiffusion limi-
tiert. Die Fixierung kann durch die kovalente Kopplung 
der Biokatalysatoren an funktionelle Gruppen des Poly-
mers oder einer festen Oberfl äche stabilisiert werden.
In heutigen bioelektronischen Systemen kommen 
immer häufi ger Materialien aus der Nanotechnologie 
zum Einsatz. Dabei handelt es sich um ein Wissen-
schaftsgebiet, in dem innerhalb der letzten Jahre vie-
le Innovationen stattgefunden haben. Nanoskalier-
te Strukturen offerieren große Oberfl ächen, was die 
Möglichkeit hoher Enzymbeladungen erlaubt. Häufi g 
werden Kohlenstoffnanoröhren genutzt (CNT, engl.: 
carbon nanotubes). Durch ihre einzigartigen mechani-
schen, strukturellen sowie elektrischen Eigenschaften 
sind sie sowohl als Elektrodenmaterial sowie als Elek-
trodenbeschichtung geeignet. Des Weiteren lassen sich 
Enzyme wirksam an sie koppeln, sofern die Nanoröh-
ren funktionalisiert sind. Dadurch wird es möglich leis-
tungsfähige Nano-Bio-Hybrid-Systeme im Miniaturfor-
mat zu konstruieren (Yang et al. 2007).
Innerhalb einer enzymatischen Biobrennstoffzelle 
werden für den Reduktionsprozess am kathodischen 
Element meist Laccasen, Peroxidasen oder Bilirubin-
oxidase (BOD) genutzt (Willner et al. 1998; Sakai et al. 
2009; Wang et al. 2009; Kim et al. 2009). BOD wird oft 
verwendet, da sie in einem breitem pH-Bereich mit ho-
her Aktivität arbeitet (Otsuka et al. 2007). Es ist bereits 
mehrfach publiziert worden, dass sich BOD leicht an 
Elektroden immobilisieren lässt, welche mit mehrwan-
digen Kohlenstoffnanoröhren (MWCNT) modifi ziert 
sind, wodurch ein direkter Elektronentransfer erreicht 
werden konnte (Weigel et al. 2007; Schubert et al. 2009; 
Zheng et al. 2010).
Im anodischen Kompartiment werden für den Oxi-
dationsprozess meist Enzyme, wie Glucoseoxidase, 
Glucosedehydrogenasen sowie Alkoholdehydroge-
nasen angewendet. Die lösliche und PQQ-abhängige 
Form der Glucosedehydrogenase, (PQQ)-GDH), ist für 
den Einsatz in Biobrennstoffzellen besonders interes-
sant, da sie bei neutralem pH-Wert eine sehr hohe ka-
talytische Aktivität aufweist und nicht von Sauerstoff 
abhängig ist (Ye et al. 1993; Yuhashi et al. 2005).
Der Elektrontransfer ist sowohl über den Mediator-
vermittelten Weg als auch über den direkten Weg in-
tensiv untersucht worden. Als Mediator werden häufi g 
phenolische Verbindungen oder Cyanoferrate genutzt 
(Li et al. 2008; Lisdat et al. 1998). Es ist auch möglich 
(PQQ)-GDH an funktionalisierte einwandige Kohlen-
stoffnanoröhren zu binden und in diesem Fall einen di-
rekten Elektronentransfer zu beobachten (Ivnitski et al. 
2007). Weiterhin wurde publiziert, dass das Apoenzym 
dieser GDH-Variante an kovalent gebundenem PQQ re-
konstituiert werden kann (Zayats et al. 2005).
Die vorliegende Arbeit beschreibt die Entwick-
lung einer neuen Proteinanode, welche potentiell in 
Biobrennstoffzellen Einsatz fi nden kann. Das Elektro-
densystem basiert auf thiolmodifi zierten, mehrwan-
digen Kohlenstoffnanoröhren, welche chemisorptiv 
auf einer Goldelektrode fi xiert sind. Die PQQ-abhän-
gige GDH, welche die Oxidation von Glucose kataly-
siert, wurde als Biokatalysator gewählt. Des Weiteren 
wird eine Biobrennstoffzelle vorgestellt in welcher die 
(PQQ)-GDH-MWCNT-Anode mit einer BOD-MWCNT-
Kathode kombiniert wird. Beide machen von der ho-
hen bioelektrokatalytischen Aktivität der Enzyme an 
den goldgebundenen MWCNTs Gebrauch. Die grund-
legenden Eigenschaften einer solchen membranfreien 
Biobrennstoffzelle sind bestimmt worden.
2  Material und Methoden
Reagenzien
Mehrwandige Kohlenstoffnanoröhren (MWCNT) 
wurden von NANOCYL S.A. (Belgien) geliefert. 
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethan-sulfonsäu-
re (HEPES) und 2-(N-Morpholino)ethan-sulfonsäure 
sind von AppliChem GmbH (Deutschland) bezo-
gen worden. Zitronensäure wurde von Merck KGaA 
(Deutschland), Pyrrolochinolinchinon (PQQ), D-Glu-
cose, 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimid 
(EDC), N-hydroxysuccinimid (NHS), Sulfo-N-succini-
midyl-4-maleimidobutyrat (S-GMBS) und Bilirubin-
oxidase (BOD) aus Myrothecium verrucaria wurden von 
Sigma Aldrich Chemie GmbH (Deutschland) bezogen. 
Di-Natriumhydrogenphosphat und Kalziumchlorid 
wurden von Roth GmbH + Co KG (Deutschland) ge-
liefert. Ethanol und Natriumacetat-Trihydrat wurden 
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von neoLab GmbH (Deutschland) bezogen. Silizium-
carbidpapier war von Dieter Schmid Feine Werkzeuge 
GmbH (Deutschland). Sämtliche wässrige Lösungen 
sind mit gereinigtem (deionisiertem) Wasser aus dem 
Aufbereitungssystem »Ultra Clear direct« der Firma 
SG Water (Deutschland) hergestellt worden. Lösliche 
PQQ-abhängige Glucosedehydrogenase [(PQQ)-GDH] 
(MW=86.116 kDa) wurde als Apoenzym von Roche 
Diagnostics GmbH (Deutschland) großzügig zur Verfü-
gung gestellt. Das Apoenzym wurde rekombinant aus 
Escherichia coli gewonnen, wobei die Gene für die Ex-
pression periplasmatischer Glucosedehydrogenase aus 
dem Bakterium Acinetobacter calcoaceticus stammen. 
Die aktive Form des Enzyms wurde in einer Konzentra-
tion von 1 mg/ml apo-GDH in 50 mM MES-Puffer bei 
pH 6,5 (mit KOH justiert) mit 1 mM CaCl2 und 150 μM 
PQQ für 3 h bei Raumtemperatur rekonstituiert.
Präparation der Enzymelektroden
Aus einer MWCNT-Stammlösung (10 mg/ml in 5 mM 
Zitrat-Phosphatpuffer, pH 7) wurde ein Teil mit neun 
Teilen 96 %-igem Ethanol vermischt und 8 bis 16 Stun-
den mit Ultraschall behandelt.
Goldelektroden wurden nass auf Siliziumcarbid-
papier verschiedener Korngrößen (1.200, 2.000 und 
3.000) geschliffen. Zweimal 4 μl MWCNT-Ethanolsus-
pension wurden daraufhin nacheinander auf die Elek-
trodenfl äche gegeben und getrocknet.
Für die Kopplung der (PQQ)-GDH wurde eine organi-
sche Zwischenschicht aus PQQ-Molekülen aus Lösun-
gen mit 0,5 mM bzw. 15 mM PQQ auf den MWCNTs 
adsorbiert. Die Carboxylgruppen der abgelagerten 
PQQ-Moleküle wurden mit 100 μl von 50 mM EDC und 
50 mM NHS über 15 Minuten chemisch aktiviert. Da-
nach wurden 20 μl der 1 mg/ml Lösung rekonstituierter 
(PQQ)-GDH für eine Stunde auf die aktivierte Elektro-
denfl äche gegeben. Danach wurde die Elektrode drei-
mal mit 300 μl 50 mM MES-Puffer gewaschen.
Um die BOD an die MWCNT-modifi zierte Golde-
lektrode zu koppeln, wurden die Elektroden nach dem 
Auftragen der Kohlenstoffnanoröhren für 30 Minuten 
in 8 mM Sulfo-GMBS-Lösung in 25 mM Natriumphos-
phatpuffer (pH 7,5) inkubiert. Danach wurden sofort 
20 μl von 10 μM BOD-Lösung (BOD in 5 mM Zitrat-
Phosphat-Puffer) für eine Stunde auf die MWCNT-Flä-
che der Elektrode aufgetragen. Unspezifi sch gebunde-
nes Enzym und weitere Verunreinigungen wurden im 
Anschluss dreifach mit Zitrat-Phosphat-Puffer (pH 7) 
abgewaschen.
Elektrochemische Charakterisierung
Für die elektrochemische Charakterisierung der beiden 
einzelnen Elektroden wurde die Dreielektrodenanord-
nung verwendet. Bei der Arbeitselektrode handelte es 
sich um eine Goldstabelektrode (geometrische Fläche: 
2,01 mm²) von Bioanalytical Systems Ltd. (Großbri-
tannien). Als Referenzelektrode dienten eine Ag/AgCl-
Elektrode (1 M KCl) von Microelectrodes Inc. (USA) und 
ein Platindraht als Gegenelektrode.
Voltammetrische Untersuchungen der (PQQ)-GDH-
MWCNT-Elektrode wurden am Autolab PGSTAT12 
(Metrohm) durchgeführt. Sämtliche elektrochemi-
schen Messungen zur Untersuchung der Biobrennstoff-
zellenanwendung wurden mit dem Potentiostat Gamry 
Reference 600 (USA) vorgenommen.
Das Potential des Schaltkreises (über- und unterlas-
tig) wurde im OCP-Modus mit dem Potentiostat mit 
der (PQQ)-GDH-MWCNT-Elektrode als Arbeitselektro-
de und der BOD-MWCNT-Elektrode in der Referenz-
elektrodenposition gemessen. Mit der (PQQ)-GDH-
MWCNT-Elektrode als Arbeitselektrode und mit der 
BOD-MWCNT-Elektrode unter simultaner Schaltung 
in der Referenz- und Gegenelektrodenposition wurden 
galvanodynamische Messungen ermöglicht.
Für die Bestimmung des Gleichgewichtspotentials 
wurde die Zellspannung mit und ohne Stromfl uss und 
für galvanodynamische Charakterisierungen 20 milli-
molare Glucoselösung in luftgesättigtem 50 millimo-
larem Puffer mit 1 mM CaCl2 (pH 6,5) verwendet. Eine 
Scanrate von 2 nA/s wurde für die galvanodynamischen 
Messungen der enzymatischen Biobrennstoffzelle ge-
nutzt.
3  Ergebnisse und Diskussion
Um sich die hohe bioelektrokatalytische Aktivität der 
BOD-MWCNT-Elektrode in einer Biobrennstoffzel-
le als Kathode zu Nutze zu machen, wurde eine neue 
Anode entwickelt, welche auf einem sehr ähnlichen 
Elektrodendesign basiert. Hierbei wurde eine elektro-
chemische Kommunikation der (PQQ)-GDH mit der 
MWCNT-modifi zierten Elektrode realisiert. Diese Pro-
teinelektrode wurde im Hinblick auf ihre Fähigkeit zur 
Glucoseoxidation untersucht. Im Anschluss wurde 
diese Elektrode mit der BOD-MWCNT-Kathode kombi-
niert und die Leistung der daraus resultierenden enzy-
matischen Biobrennstoffzelle untersucht.
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Realisierung von (PQQ)-GDH-Elektrodenkontakten 
durch MWCNTs
Um einen Kontakt zwischen dem Enzym und der Elek-
trode herzustellen, wurde zunächst versucht (PQQ)-
GDH aus einer gepufferten Lösung (pH 6,5) an den 
mehrwandigen Kohlenstoffnanoröhren zu adsorbie-
ren. Die voltammetrische Untersuchung solcher Elek-
troden zeigte jedoch, dass in Glucose-haltiger Lösung 
kein DET beobachtet werden konnte. Daher wurde ein 
alternativer Weg gesucht. Es ist bekannt, dass sich PQQ 
leicht aufgrund seiner aromatischen Struktur an CNTs 
adsorbieren lässt, wodurch eine organische Zwischen-
schicht erzeugt werden kann (Goebel/Lisdat 2008). 
Dies vereinfacht auch die kovalente Kopplung von En-
zymen, welche durch die chemische Aktivierung der 
PQQ-Carboxylgruppen mit Carbodiimid erreicht wird. 
Abb. 1. zeigt den schematischen Aufbau einer solchen 
Proteinelektrode.
Abb. 1: Schematische Skizze des (PQQ)-GDH-Elektrodendesigns
Um die Realisierbarkeit des geplanten Aufbaus zu 
testen, wurde PQQ aus verdünnter Lösung adsorbiert 
und (PQQ)-GDH kovalent daran gekoppelt. Die so kon-
struierten Elektroden wurden anschließend über LSV-
Messungen (Linear Sweep Voltammetry) elektroche-
misch untersucht. Wie in Abb. 2a ersichtlich, erscheint 
bei Messungen in Glucose-freier Lösung ein Oxidati-
onspeak nahe dem formalen Redoxpotential des PQQ 
(-80 mV vs. Ag/AgCl, 1 M KCl).
In weiteren voltammetrischen Messungen konnte 
ein erhöhter Strom in Anwesenheit von Glucose beob-
achtet werden, welcher mit der Glucosekonzentration 
anstieg. PQQ interagiert mit der PQQ-abhängigen GDH 
in natürlicher Weise, da es auch der eigentliche Cofak-
tor dieses Enzyms ist.
Der Glucose-abhängige Stromanstieg wurde erst 
dann beobachtet, wenn alle PQQ-Moleküle oxidiert 
waren. Dies impliziert, dass das an den MWCNTs ad-
sorbierte PQQ als Mediator in diesem System fungiert, 
anders als bei einer BOD-PQQ-MWCNT-Kathode, wo es 
als Promoter agieren konnte (Goebel/Lisdat 2008).
In der ersten experimentellen Reihe wurde PQQ aus 
eher niedrig konzentrierter Lösung (0,5 mM) adsor-
biert. Dieser Ansatz war zwar erfolgreich, es wurden 
jedoch meist nur geringe Ströme in Anwesenheit von 
Glucose erzielt. Die Oberfl ächenkonzentration des PQQ 
betrug dabei 5 ±2 nmol/cm2 (ausgehend von der geo-
metrischen Elektrodenfl äche). Zur Erhöhung der kata-
lytischen Aktivität der Elektrode wurden höhere PQQ-
Oberfl ächenkonzentrationen untersucht. Um diese zu 
erreichen, wurde die MWCNT-beschichtete Elektrode 
vor der Enzymkopplung mit 15 mM PQQ-Lösung be-
handelt. Abb. 2b zeigt das voltammetrische Verhalten 
einer solchen Elektrode. Die zu beobachtende Vergrö-
ßerung der Oxidationspeakfl äche deutet auf größere 
Mengen an CNT-fi xiertem PQQ. Aus den Ergebnissen 
mehrerer Messungen wurde eine durchschnittliche 
PQQ-Oberfl ächenkonzentration von 26 ±2 nmol/cm2 
berechnet (ausgehend von der geometrischen Elektro-
denfl äche). Die dadurch erreichte Verbesserung im 
Abb. 2: Voltammetrische Untersuchung der (PQQ)-GDH-MWCNT-
Elektrode: a) PQQ aus 500 μM- Lösung adsorbiert. b) PQQ aus 15 mM- 
Lösung adsorbiert (Messbedingungen: 10 mV/s, in 50 mM MES, 
1 mM CaCl2, pH 6,5, vs. Ag/AgCl, 1 M KCl).
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Elektronentransfer zwischen dem Enzym und der Elek-
trode zeigte sich in erhöhten Stromdichten. Unter Ver-
wendung der gleichen Enzymkopplungsstrategie wie 
zuvor, konnten in Anwesenheit von Glucose ebenfalls 
höhere Ströme beobachtet werden (170-200 μA/cm2). 
Dies deutet darauf hin, dass eine hohe Oberfl ächenkon-
zentration an PQQ günstig für die Kontaktierung vieler 
(PQQ)-GDH-Moleküle ist.
Zur Validierung der Glucoseoxidation im Falle im-
mobilisierter (PQQ)-GDH wurden zusätzlich Negativ-
kontrollen durchgeführt. Waren die Elektroden nur 
mit MWCNTs oder nur mit MWCNTs und adsorbiertem 
PQQ modifi ziert, so wurde kein katalytischer Strom de-
tektiert (Abb. 3a). Allerdings muss erwähnt werden, dass 
sich geringe katalytische Ströme beobachten ließen, 
wenn an das adsorbierte PQQ zusätzlich das Apoenzym 
der GDH gekoppelt wurde, was mit einer wahrschein-
lichen Rekonstitution einiger der Enzymmoleküle zur 
Holoform erklärbar ist.
Sensorische Funktion der (PQQ)-GDH-MWCNT-
Elektrode
Mit Hilfe amperometrischer Messungen, wurde die 
optimierte Proteinelektrode auf ihre Sensitivität unter-
sucht. Abb. 4 zeigt, dass der stationäre Strom von der 
Glucosekonzentration abhängig war. Im Bereich von 
5 bis 500 μM verhielt sich der Strom linear ansteigend 
mit der Glucosekonzentration und ging im Bereich von 
500 μM bis 5 mM in einen Sättigungsbereich über. Da-
raus ließ sich ein Maximalstrom von (9,9 μA) berech-
nen, bei dem das Enzym mit maximaler Umsatzrate 
arbeitete. Messungen mit hoher Glucosekonzentration 
(10 mM) bestätigten diese Berechnung.
Zusätzlich wurde der apparente KM-Wert mit 160 μM 
berechnet. In der Literatur fi nden sich Werte für GDH 
in Lösung von 0,5 bis 22 mM (Laurinavièius et al. 2003; 
Dokter et al. 1986). Für immobilisierte (PQQ)-GDH sind 
die Werte der apparenten Michaelis-Menten-Konstante 
im gleichen Bereich (Razumiene et al. 2000; Li et al. 
2008). Der hier berechnete Wert deutet darauf hin, dass 
die Substratsättigung bereits bei eher geringen Konzen-
trationen erreicht wird, was wahrscheinlich durch star-
ke Wechselwirkungen zwischen dem Protein und den 
mehrwandigen Kohlenstoffnanoröhren verursacht 
wird, die den Zugang des Substrats Glucose zum Enzym 
erschweren.
Abb. 3: Voltammetrische Stromantwort der (PQQ)-GDH-MWCNT-
Elektrode bei 1 mM Glucose und 0,1 V vs. Ag/AgCl (1 M KCl, 10 mV/s) 
a) In Abhängigkeit der Elektrodenmodifi zierung: M: MWCNT-Elektrode; 
MP: MWCNT-PQQ-Elektrode; MPA: MWCNT/PQQ-Elektrode mit apo-GDH;
MPH1: MWCNT/PQQ-Elektrode mit holo-GDH; MPH2: MWCNT/PQQ-
Elektrode mit holo-GDH. (PQQ wurde aus einer 0,5 mM Lösung an die 
MWCNT adsorbiert, nur für MPH2 wurde PQQ aus einer 15 mM PQQ-Lö-
sung verwendet; Messbedingungen: 50 mM MES, 1 mM CaCl2, pH 6,5) 
b) In Abhängigkeit der Pufferzusammensetzung: P: 50 mM Phosphat-
Puffer, pH 6,5; CiP: 50 mM Citrat-Phosphat-Puffer, pH 6,5; M 1: 50 mM 
MES-Puffer, pH 6,5; Ac: 50 mM Acetat-Puffer, pH 6,5; HEP: 50 mM HEPES-
Puffer, pH 6,5 ; M 2: 50 mM MES-Puffer, 1 mM CaCl2, pH 6,5 
c) In Abhängigkeit des pH-Wertes (Messbedingungen: 50 mM MES, 
1 mM CaCl2) 
d) Langzeitstabilität der (PQQ)-GDH-MWCNT-Elekroden (Messbedin-
gungen: LSV, 10 mV/s, 50 mM MES, 1 mM CaCl2, pH 6,5; Lagerungsbe-
dingungen: 50 mM MES, 1 mM CaCl2, 100 μM PQQ, pH 6,5, 4 °C) Die 
Abbildungen b) bis d) zeigen die relative Änderung des Stromsignals im 
Vergleich zur stärksten Stromantwort. Die Fehlerbalken resultieren aus 3 
unabhängigen Messungen.
Abb. 4) Glucosesensitivität der (PQQ)-GDH-MWCNT-Elektrode (Am-
perometrische Messung bei 0,1 V vs. Ag/AgCl, 1 M KCl in 50 mM MES, 
1 mM CaCl2, pH 6,5) Die Fehlerbalken resultieren von 3 verschiedenen 
Elektroden und zeigen die Reproduzierbarkeit der Präparation
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Puffereffekte und Langzeitstabilität
Um die Auswirkungen verschiedener Pufferzusammen-
setzungen auf die Stromantwort des Elektrodensystems 
zu untersuchen, wurden verschiedene Lösungen getes-
tet. Zur Evaluierung wurde eine Glucosekonzentrati-
on von 1 mM verwendet und der Strom bei +100 mV 
beobachtet. Abb. 3b stellt die Ergebnisse dieser Versu-
che dar. Es war ersichtlich, dass in Anwesenheit von 
Phosphationen die enzymatische Aktivität an der 
Elektrodenoberfl äche deutlich vermindert war. Wahr-
scheinlich verschiebt die Bildung von Kalziumphos-
phat das Gleichgewicht zwischen Enzym gebundenen 
Ca2+-Ionen und Ca2+-Ionen in der Lösung (verbunden 
mit einer verminderten PQQ-Bindung im Enzym). In 
HEPES- und Acetat-Puffer war die Stromantwort nur 
etwas kleiner als in MES-Puffer. Es ist offensichtlich, 
dass Ca2+-haltige Puffer einen positiven Einfl uss auf das 
Stromsignal haben, so wie es auch schon für das in Lö-
sung befi ndliche Enzym gezeigt wurde.
Um den Einfl uss des pH-Wertes auf die bioelektro-
katalytische Aktivität der Elektrode zu untersuchen, 
wurden verschiedene Elektroden in unterschiedlich 
gepufferten MES-Lösungen getestet. Für jeden pH-Wert 
wurden drei separate Elektroden untersucht. Abb. 3c 
zeigt die gemessenen Ströme bei 1 mM Glucose bei ei-
nem Potential von +100 mV. Dabei wurde der höchste 
Strom bei pH 6,5 beobachtet. Allerdings arbeitete das 
System auch in schwach saurem oder leicht basischem 
Milieu. Für die Aktivität des bioelektrokatalytischen 
Systems ist nicht nur das pH-Optimum des Enzyms 
entscheidend, sondern auch die Stärke der Wechselwir-
kung zwischen dem Protein und den PQQ-modifi zier-
ten MWCNTs. In der Literatur wird das pH-Optimum 
immobilisierter (PQQ)-GDH mit pH 6,0 angegeben (Li 
et al. 2008). Daraus kann geschlussfolgert werden, dass 
die enzymatische Aktivität wahrscheinlich größeren 
Einfl uss auf die Leistung der Elektrode hat als das Elek-
trodendesign an sich.
Um Langzeiteffekte während der Lagerung der 
(PQQ)-GDH-MWCNT-Elektrode zu untersuchen, wur-
den mehrere Elektroden täglich voltammetrisch ge-
testet (Lagerung bei 4 °C in Glucose-freier Lösung). 
Abb. 3d zeigt das Stabilitätsverhalten solcher Elektro-
den über mehrere Tage. Es ist offensichtlich, dass die 
Stromantwort innerhalb von einem Tag deutlich sinkt, 
sich jedoch im Weiteren stabil verhält.
Anwendung in einer Biobrennstoffzelle
Die (PQQ)-GDH-MWCNT-Elektrode wurde mit der 
BOD-MWCNT-Elektrode zu einer enzymatischen 
Biobrennstoffzelle kombiniert, da beide Elektroden ver-
gleichbare bioelektrokatalytische Aktivitäten aufwei-
sen. Die Elektroden erreichen Stromdichten im Bereich 
hunderter μA/cm2 bei neutralem pH-Wert und sind 
durch Enzym-MWCNT-Kopplung herstellbar. Durch 
die Kombination dieser beiden Proteinelektroden 
konnte ein membranfreies System aufgebaut werden, 
da die Substrate der jeweiligen Enzyme nicht mit den 
Elektrodenreaktionen des anderen Enzyms interferie-
ren. Der Elektronenfl uss verläuft von der Glucose über 
die GDH, PQQ zu den MWCNTs und dann über den 
externen Stromkreis zur Kathode, wo die Elektronen 
von der BOD auf den fi nalen Elektronenakzeptor Sauer-
stoff übertragen werden und dieser zu Wasser reduziert 
wird. Obgleich beide Elektroden auf Protein-MWCNT-
Interaktionen basieren, nutzt die Anode einen Media-
tor-vermittelten Elektronentransfer und die Kathode 
hingegen den direkten Elektronentransfer (Schubert et 
al. 2009).
Messungen des Gleichgewichtspotentials wurden 
für jeden Elektrodentyp separat und dann mit der 
vollständigen Biobrennstoffzelle durchgeführt. Das 
Abb. 5a) Stabilität des OCP (Messbedingungen: 50 mM MES, 1 mM 
CaCl2, pH 6,5 vs. Ag/AgCl, 1 M KCl) b) Stabilität der Zellspannung der 
Biobrennstoffzelle mit und ohne Last (500 kΩ-Widerstand); (Messbedin-
gungen: 50 mM MES, 1 mM CaCl2, pH 6,5, vs. Ag/AgCl, 1 M KCl)
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Potential der BOD-MWCNT-Elektrode in Sauerstoff-
gesättigter Lösung wurde mit 520 mV vs. Ag/AgCl (1 M 
KCl) bestimmt. Dieser Wert ist nah an dem thermody-
namischen Redoxpotential der Sauerstoffreduktion bei 
neutralem pH-Wert (Stryer 1995). Für die (PQQ)-GDH-
MWCNT-Elektrode in Glucose-haltiger Lösung wurde 
ein Potential von -80 mV vs. Ag/Agcl (1 M KCl) ermit-
telt, was nahezu mit dem Redoxpotential des Enzyms 
übereinstimmt, wenn es in einem Chitosan-Kohlen-
stoffnanoröhren-Film auf einer GCE-Elektrode immo-
bilisiert wurde (Sun et al. 2008). Dieser Wert ist etwas 
höher als das Redoxpotential des freien PQQ, welches 
bei -105 mV liegt (Katz et. al 1994).
Beide Elektroden wiesen über mehrere Stunden ein 
eher stabiles Gleichgewichtspotential auf, wobei sich 
das Potential der (PQQ)-GDH-MWCNT-Elektroden in 
den ersten 45 Minuten leicht verminderte. Für die ge-
samte Biobrennstoffzelle wurde ein Gleichgewichtspo-
tential von 600 mV gemessen. Auch hier zeigte sich ein 
stabiles Verhalten des Gleichgewichtspotentials über 
mehrere Stunden, wie Abb. 5a illustriert.
Der Verlust im Zellpotential kann durch den bei der 
(PQQ)-GDH-MWCNT-Elektrode beobachteten Abfall 
des Gleichgewichtspotentials erklärt werden. Offen-
sichtlich ist der direkte Elektronentransfer von der BOD 
auf die Nanoröhren stabiler als der in einem System mit 
Mediator-vermitteltem Elektronentransfer, wie es bei 
der GDH-Elektrode der Fall ist.
Um die Stabilität der aufgebauten Biobrennstoffzelle 
während und nach einer Belastung zu bewerten, wurde 
in den Stromkreislauf ein 500 kΩ-Widerstand einge-
baut. Die beobachteten Ergebnisse (Abb. 5b) zeigten, 
dass sich die gemessene Terminalspannung nach ei-
ner gewissen Einlaufphase für beide Stromsituationen 
stabilisierte. Während der Versuche minderte sich die 
Spannung bei elektrischer Belastung um 75 mV, wäh-
rend das Gleichgewichtspotential nur um 30 mV unter 
dem Initialwert lag.
Um eine Biobrennstoffzelle zu charakterisieren, sind 
die beiden Parameter Spannung und Leistungsdichte in 
Abhängigkeit von der Stromdichte entscheidend. Aus 
den voltammetrischen Untersuchungen ließen sich 
für die beiden einzelnen Elektroden Leistungskurven 
erstellen (Abb. 6a). In dieser Analyse stellte sich heraus, 
dass in der Kombination der beiden Elektrodensysteme 
die (PQQ)-GDH-MWCNT-Elektrode den limitierenden 
Faktor darstellt. Der sich aus den voltammetrischen 
Messungen ergebende Strom wurde durch eine ange-
legte Spannung verursacht, was eigentlich das gegen-
teilige Prinzip einer Brennstoffzelle darstellt. Daher 
wurde die Terminalspannung in Abhängigkeit von der 
elektrischen Belastung untersucht. Zu diesem Zweck 
wurden galvanodynamische Messungen bei geringen 
Stromvorschubgeschwindigkeiten durchgeführt, wor-
aus sich der typische Kurvenverlauf der Leistungsdichte 
berechnen ließ.
Abb. 6b zeigt das Leistungsdiagramm einer Biobrenn-
stoffzelle, in welcher beide MWCNT-basierenden Enzy-
melektroden vereint waren. Es wurde eine maximale 
Leistungsdichte im Bereich von 20-25 μW/cm2 erreicht. 
Dabei zeigte sich bis zu einer Stromdichte von 45 μA/
cm2 ein eher nur geringer Spannungsabfall, wodurch 
die Leistung schnell bei kleinen Stromdichten stieg. Ab 
diesem Punkt bis zu einem Stromfl uss von 70 μA/cm2 
fand ein schneller Terminalspannungsabfall statt und 
stabilisierte sich danach bei einer geringeren Spannung 
bei fast konstanter Rate. Die Leistungsdichte der hier 
vorgestellten Biobrennstoffzelle übersteigt die Wer-
te wie sie für Osmium-Polymer- oder Polyacrylamid-
basierte enzymatische Biobrennstoffzellen ermittelt 
wurden (Stoica et al. 2009; Katz/Willner 2003). Die er-
zielte Leistungsdichte ist hingegen vergleichbar mit sol-
chen Biobrennstoffzellen, die auf dem Einsatz von Poly-
pyrrol oder einem anderen Kohlenstoffmaterial für die 
Abb. 6: a) Leistungskurven der einzelnen Enzymelektroden, berechnet 
aus den Daten der Linearen Sweepvoltammetrie (Scanrate 10 mV/s) in 
luftgesättigter 20 mM Glucoselösung. (Die X-Achse stellt die Differenz 
der angelegten Spannung zum OCP der jeweiligen Elektrode dar.) 
b) Leistungs- und Spannungskurve der gesamten Biobrennstoffzelle, 
erhalten aus galvanodynamischen Messungen bei einer Scanrate von 
5 nA/s. (Messbedingungen: luftgesättigter 50 mM MES-Puffer, 20 mM 
glucose, 1 mM CaCl2, pH 6,5)
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Realisierung des Enzym-Elektroden-Kontakts beruhen 
(Zhao et al. 2009; Gao et al. 2007). Jedoch wurde auch 
von enzymatischen Biobrennstoffzellen berichtet, die 
höhere Leistungsdichten erzielen. Diese nutzten zum 
Beispiel Polythiophen-Derivate oder dreidimensiona-
le Goldnanopartikelanordnungen, welche den elek-
trischen Kontakt zwischen Elektrode und dem Enzym 
herstellten (Kuwahara et al. 2009; Murata et al. 2009).
4  Zusammenfassung
Die Etablierung einer neuen Proteinanode, welche auf 
dem Mediator-vermittelten Elektronentransfer zwi-
schen hoch aktiver  (PQQ)-GDH (3.000 U/mg) und ei-
ner MWCNT-modifi zierten Goldelektrode basiert, wur-
de erfolgreich umgesetzt. Dabei übernahm an MWCNT 
adsorbiertes PQQ gleichzeitig die Funktionen des Me-
diators und die der Enzymkopplungsstelle. Hohe PQQ-
Oberfl ächenkonzentrationen führten bei Substratsätti-
gung nach Optimierung der Elektrodenparameter (pH, 
Pufferzusammensetzung) zu Stromdichten bis 200 μA/
cm2. 
Die Anwendbarkeit der Sauerstoff-unabhängigen 
(PQQ)-GDH-MWCNT-Elektrode in einer enzymati-
schen Biobrennstoffzelle wurde durch die Kombina-
tion mit einer BOD-MWCNT-Elektrode demonstriert. 
Es entstand ein membranfreies System, welches Leis-
tungsdichten im Bereich von 20-25 μW/cm2 erreichen 
konnte. In dieser Kombination stellt die BOD-MWCNT-
Elektrode nicht den limitierenden Faktor dar. Noch hö-
here Leistungsdichten können erreicht werden, wenn 
es gelingt den Elektrodenaufbau der (PQQ)-GDH-MW-
CNT-Elektrode weiter zu verbessern.
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